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(57) Abstract: The invention relates to a method for growing and/or treating cells in an automated manner, for diagnostic purposes. 
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(57) Zusammenfassung: Verfahren zum automatisierten ZUchten und/oder Behandeln von Zellen flir diagnostische Zwecke mit 
einer Zeilkulturplatte, die eine Vielzahl von auf der Oberseite der Zellkulturplatte offenen und auf der Unterseite geschlossenen 
Bohrungen aufweist, in den Zellen Aufgenommen werden, mit einer dynamischen Zufuhr von Saucrstoff und/oder Nahrstoffen zu 
den als Zellkulturraume fungierenden Bohrungen. 
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Verfahren und Vorrichtung zum Zuchten und/oder Behandeln von Zellen 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum automatisierten 
Zuchten und/oder Behandeln von Zellen fur diagnostische 
Zwecke. Die Erfindung betrifft weiterhin auch eine Vorrich- 
tung zum Zuchten und/oder Behandeln von Zellen und die Ver- 
wendung einer Zellkulturplatte zu diesem Zweck. 

In der alteren DE 199 35 643.2 Al ist eine Vorrichtung zum 
Zuchten und/oder Behandeln von Zellen beschrieben, wobei auf 
einem Trager ein formbarer Zellkulturraum angeordnet ist. 
Der Zellkulturraum wird dabei durch den Trager oder eine 
Tragerfolie auf einer Seite und eine Zellkulturf olie auf der 
anderen Seite, die elastisch ist, gebildet. Mit einer Vor- 
richtung dieser Art, ist es moglich, eine Massenkultur von 
Zellen mit grofter Variabilitat und ftir viele Einsatzzwecke 
durchzuf iihren . 

Zum weiteren Stand der Technik wird auch auf die DE 197 19 
751 Al verwiesen. 

Der vorliegenden Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein 
Verfahren und eine Vorrichtung zum automatisierten Ztichten 
und/oder Behandeln von Zellen zu schaffen, wobei auf mog- 
lichst geringem Raum eine hohe Anzahl von Zellen, die auch 
von unterschiedlicher Art sein konnen, fur diagnostische 
Zwecke gezuchtet und/oder behandelt werden konnen. 

Erf indungsgemafi wird diese Aufgabe durch das in Anspruch 1 
genannte Verfahren gelost. 
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In den Anspriichen 5 und 6 ist jeweils eine Vorrichtung zur 
Durchfuhrung des Verfahrens beschrieben. 

Die Verwendung einer an sich bekannten Zellkulturplatte zur 
L6sung der gestellten Aufgabe ist in Anspruch 13 aufgezeigt. 

Zellkulturplatten dieser Art sind in der Medizin, insbeson- 
dere in der Arzneimittelf orschung, allgemein unter der Marke 
Wellplatte oder Multiwellplatte bekannt. Dabei werden in 
Bohrungen bzw. Vertiefungen der Zellkulturplatte Zellen fur 
analytische Tests eingebracht. Anschliefcend werden die Zel- 
len durch Pipettieren mit den verschiedensten Substanzen in 
BerUhrung gebracht, und deren Auswirkungen auf die Zellen 
beobachtet . 

Erf indungsgemaft wird jedoch nunmehr in volliger Abwandlung 
der bisherigen Verwendung einer derartigen Zellkulturplatte, 
diese zum Zvichten und/oder Behandeln von Zellen in einem dy- 
namischen Verfahren verwendet. Dies bedeutet, durch die Zu- 
fuhr von Sauerstoff und/oder Nahrstoffen, welche kontinuier- 
lich oder auch diskontinuierlich erfolgt, lassen sich nun- 
mehr Zellen Uber einen langeren Zeitraum ztichten und/oder 
behandeln und beobachten. Die hierzu erf orderliche Zufuhr 
von Nahrstoffen und Sauerstoff kann auf die verschiedenar- 
tigste Weise erfolgen. 

In einfacher Weise konnen dabei NShrstoffe und Sauerstoff 
gemeinsam durch eine kontinuierliche oder auch diskontinu- 
ierliche Durchstr5mung der nunmehr zu Zellkulturraumen um- 
funktionierten Vertiefungen bzw. Bohrungen geleitet werden. 



In einer sehr vorteilhaf ten Ausgestaltung der Erfindung kann 
jedoch eine separate Zufuhr von Sauerstoff in den Zellkul- 
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turraum von der Unterseite der Zellkulturplatte aus aber ei- 
ne gaspermeable Folie oder Membrane eingebracht werden. Nor- 
malerweise sind die Zellkulturplatten mit stabilen, gasun- 
durchlassigen Boden versehen. Ersetzt man nun diese Boden 
durch eine entsprechende gaspermeable Folie bzw. Membrane 
und sorgt fur eine entsprechende Sauerstoff- bzw, Luftzufuhr 
zu diesen Bereichen, so ist eine einfache und sehr intensive 
Sauerstof f zufuhr zu den Zellen gegeben. 

Eine weitere Moglichkeit zur Zufuhr von Nahrstoffen und/oder 
Sauerstoff kann darin bestehen, daft in wenigstens einen Teil 
der Bohrungen bzw. Zellkulturraume der Zellkulturplatte Ein- 
satze einsetzbar sind, welche jeweils mit Zulaufbohrungen 
und Rucklauf bohrungen versehen sind. 

e 

Vorteilhafte Ausgestaltungen und Weiterbildungen der Erfin- 
dung ergeben sich aus den ubrigen Unteranspruchen und aus 
den nachfolgend anhand der Zeichnung beschriebenen Ausfuh- 
rungsbeispielen . 

Es zeigt: 

Fig. 1 eine Zellkulturplatte (Multiwellplatte) in perspek- 
tivischer Ansicht; 

Fig. 2 einen Schnitt nach der Linie II-II der Fig. 1 in 
vergrbfterter Darstellung mit der Ausbildung der Boh- 
rungen der Zellkulturplatte, jeweils als Zellkultur- 
raum; 



Fig. 3 einen Schnitt nach der Linie III-III der Fig- 2; 
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eine alternative Ausgestaltung der Ausbildung von 
Zellkulturraumen in einera Schnitt ahnlich dem nach 
der Fig, 2; 

eine weitere Ausgestaltung zur Bildung von Zellkul- 
turraumen, ebenfalls in einem Schnitt entsprechend 
dem nach der Fig. 2; 

prinzipmafiig die Zufuhr und Abfuhr von Nahrstoffen 
zu den Zellkulturraumen in einer Draufsicht; und 

ausschnittsweise eine Ausgestaltung, wobei die Zell- 
kulturrSume unter Druck setzbar sind. 

Zum Zuchten und/oder Behandeln von Zellen far diagnostische 
Zwecke wird eine an sich bekannte Zellkulturplatte 1 
(Multiwellplatte) verwendet, die im allgemeinen entsprechend 
ihrer Grofte, eine hohe Anzahl von Lochern bzw. Bohrungen 2 
aufweist. Die Bohrungen 2 haben Durchmesser von wenigen Mil- 
limetern bis zu mehreren Millimetern, und deren Anzahl kann 
bis zu mehreren Hundert Stack pro Zellkulturplatte 1 betra- 
gen. 

Aus den Figuren 2 bis 5 sind verschiedene Ausgestaltungen 
der Bohrungen 2 bzw. deren Umf unktionierung zu Zellkultur- 
raumen 2' ersichtlich. Gemafi Fig. 2 wird in jede Bohrung 2, 
die als Zellkulturraum 2 f dienen soil, ein Einsatz 3 einge- 
setzt, der mit einer Zulauf bohrung 4 und einer Racklaufboh- 
rung 5 versehen ist, welche sich von der Oberseite der Zell- 
kulturplatte 1 bis zu deren Unterseite erstrecken, wobei die 
Unterseiten der Zellkulturplatte bzw. die Bohrungen 2 mit 
B5den 6 abgeschlossen sind. Die Einsatze 3 werden somit von 
der Oberseite der Zellkulturplatte 1 aus in die offenen Boh- 
rungen 2 eingesetzt. Zur Abdichtung der Zellkulturraume 2' 



Fig. 4 



Fig. 5 



Fig. 6 



Fig. 7 
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sind die Einsatze 3 jeweils umf angseitig mit einem Dichtring 
19 versehen. 

Von der jeweils zu dem Boden 6 gerichteten Seite eines Ein- 
satzes 3 aus, ragt ein Trennsteg 7 in Richtung auf den Boden 
6. Der Trennsteg 7 liegt zwischen der Zulauf bohr\ing 4 und 
der Riicklauf bohrung 5 und erstreckt sich, wie aus der Fig, 3 
ersichtlich ist, quer uber die Bohrung 2. Durch den Trenn- 
steg 7 wird erreicht, daft die Uber die Zulauf bohrung 4 ein- 
gebrachten Nahrstoffe nicht in einem "KurzschluB" direkt zu 
der Riicklauf bohrung 3 stromen k6nnen. Durch den Trennsteg 7 
werden sie gezwungen, entsprechend den gesamten Zellkultur- 
raum 2' zu durchstromen und dabei die auf den Boden 6 aufge- 
brachten Zellen 8 zu uberstromen. Gleichzeitig kann der 
Trennsteg 7 auch zur Zentrierung bzw. zum leichteren Einfuh- 
ren des Einsatzes 3 in die Bohrung 2 dienen. 

Bei der in der Fig. 2 links dargestellten Ausgestaltung mit 
dem Einsatz 3 erfolgt die Sauerstof f zuf uhr zu den Zellen 8 
zusammen mit der Zufuhr von Nahrstoffen uber die Zulaufboh- 
rung 4. Entfernt man den festen Boden 6 und ersetzt diesen 
durch eine gaspermeable Folie oder Membrane 9 entsprechend 
der rechts in der Figur in der Dicke stark vergroilert darge- 
stellten Ausgestaltung, so kann eine sehr intensive und di- 
rekte Sauerstof f zuf uhr von der Unterseite der Zellkultur- 
platte 1 aus durch die gaspermeable Folie erfolgen (siehe 
Pfeile) . Auf der gaspermeablen Folie 9, die in den Figuren 
aus Ubersichtlichkeitsgrunden wesentlich dicker dargestellt 
ist, erfolgt die Zucht und die Behandlung der Zellen 8. 

Die Fig. 4 zeigt anstelle einer Vielzahl von in die Bohrun- 
gen 2 einzusetzenden Einsatze 3 eine Deckplatte 10, welche 
in der Fig. 1 nur ganz allgemein gestrichelt dargestellt 
ist. In die Deckplatte 10 sind in entsprechenden Bohrungen 
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der Deckplatte Zulauf anschlusse 4 T und Riicklauf anschlusse 5' 
eingesetzt. Wie ersichtlich, ragen die Zulauf anschlusse 4 1 
im Vergleich zu den Rucklauf anschlussen 5 1 deutlich tiefer 
in die dazugehorigen Bohrungen 2 bzw. die Zellkulturraume 
2'. Wie weiter ersichtlich, wird durch diese Maftnahme eben- 
falls erreicht, daft keine Kurzschluftstromung direkt von ei- 
nem Zulauf zu einem Riicklauf erfolgt. Die Zellen 8 werden 
vielmehr von dem Nahrmedium Uberstromt . In der Fig. 4 sind 
ebenfalls die beiden Varianten mit einem festen Boden 6 und 
einer gaspermeablen Folie bzw. Membrane 9 nebeneinander dar- 
gestellt . 

Links in der Fig. 4 ist dargestellt, wie die Deckplatte 10 
durch Schrauben 11 mit der Zellkulturplatte 1 verbunden ist. 
Rechts ist dargestellt, daft anstelle oder zusStzlich zu ei- 
ner Verbindung liber Schrauben 11 auch eine Abdichtung durch 
eine Dichtungseinrichtung 12 zwischen der Deckplatte 10 und 
der Zellkulturplatte 1 erreicht werden kann. 

In der Fig. 5 ist prinzipmaftig eine zweiteilige Ausbildung 
der Deckplatte 10 mit einer oberen Abdeckung 10a und einer 
unteren Abdeckung 10b dargestellt. Wie ersichtlich, sind die 
obere Abdeckung 10a und die untere Abdeckung 10b abstand- 
seinstellbar miteinander verbunden. Durch dazwischen gelegte 
Federn 13 wird eine Vorspannung erreicht. Die obere Abdek- 
kung 10a wird uber Stege 14 an den R&ndern der Zellkultur- 
platte 1 umlauf end auf diese aufgesetzt. Die untere Abdek- 
kung 10b ist mit Bohrungen versehen, durch die Zulaufan- 
schlusse 4' und RUcklauf anschlusse 5', ahnlich der Ausge- 
staltung nach der Fig. 4, geschoben sind. Die Zulauf an- 
schlusse 4' und Rucklauf anschlusse 5' sind entsprechend auch 
durch die obere Abdeckung 10a entweder auf deren Oberseite 
oder gegebenenf alls auch seitlich an den Randern herauszu- 
fiihren. Durch die Federn 13 wird eine Abdichtung der Zell- 
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kulturraume erreicht, weil die untere Abdeckung 10b entspre- 
chend dicht auf der Oberseite der Zellkulturplatte 1 auf- 
liegt. Gleichzeitig werden auf diese Weise auch Ansatze 15, 
die auf der Unterseite der unteren Abdeckung 10b nach unten 
aus dieser vorstehen in die Bohrungen 2 zur Bildung von ab- 
geschlossenen Zellkulturraumen 2 r eingefiihrt. 

Aus der Fig. 5 ist in gestrichelter Darstellung auch er- 
sichtlich, daft man die gesamte Einheit mit der Zellkultur- 
platte 1 in eine Wanne 16 setzen kann. Die Zellkulturplatte 

1 sitzt dabei umlaufend dicht auf der Wanne 16 auf, Zwischen 
den in diesem Falle aus einer gaspermeablen Folie bzw. Mem- 
brane 9 gebildeten Boden und dem Wannenboden befindet sich 
ein Zwischenraum 17. Ftihrt man Sauerstoff in die Wanne 16 
ein, z.B. iiber Bohrungen 18, so erfolgt eine sehr intensive 
direkte Sauerstoff versorgung fur die in den Zellkulturraumen 
2 1 liegenden Zellen 8 durch die Folie bzw. Membrane 9. 

Die Bohrungen 18 kdnnen vorzugsweise der Grofte der Bohrungen 

2 entsprechen. Der Zwischenraum 17 kann gegebenenf alls ent- 
fallen, wobei in diesem Fall die Zellkulturplatte 1 direkt 
auf dem Boden der Wanne 16 aufsitzt und tiber eine, vorzugs- 
weise dem Durchmesser der Zellkulturraume 2 1 entsprechende 
Offnung, mittels einer gaspermeablen Folie 9 bzw. Membran 9 
ein Gasaustausch erfolgen kann. Die Bohrungen 18 in der Wan- 
ne 16 erm5glichen noch eine Sichtverbesserung bei mikrosko- 
pischer Beobachtung der Zellen. Vorzugsweise ist hierfiir 
auch das Material der Deckplatte 10 wie auch der Wanne 16 
aus transparentem Material hergestellt, wie z.B. Polycarbo- 
nat Oder Polysteren. 

Mit dem erf indungsgemaften Verfahren und der Vorrichtung wird 
aus einer an sich bekannten Zellkulturplatte 1 eine Art Bio- 
reaktor zum Zuchten und/oder Behandeln von Zellen. Durch die 
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dynamische Zufuhr von Nahrmedium und Sauerstoff ist dabei 
auch eine Langzeitkultur moglich. 

Ein weiterer Vorteil der Erfindung ist die Automatisierungs- 
mdglichkeit von routinemaftig ablaufenden Prozessen, wie z.B. 
von in beliebigen nach oben offenen Kulturgef alien . 

An sich bekannte Zellkulturplatten herkommlicher Bauart kon- 
nen auf einfache Weise auch far das erf indungsgemafle Verfah- 
ren abgewandelt werden. So kann z.B. auf einfache Weise der 
feste Boden 8 entfernt werden und eine gaspermeable Folie 9 
uber die nun auf beiden Seiten offenen Bohrungen 2 auf der 
Unterseite der Zellkulturplatte 1 gespannt werden. Ober die 
gaspermeable Folie 9 kann man die Entwicklung der Zellen 8 
auch im Bedarfsfall beobachten, wozu die Folie 9 entspre- 
chend durchsichtig auszubilden ist. 

Dadurch, dali die Zellen 8 sehr definiert als Schicht mit 
zweidimensionaler Ausdehnung in den Zellkulturr^umen 2 1 
wachsen bzw. angeordnet sind, lafit sich die gesamte Zellkul- 
turplatte 1 im Bedarfsfalle auch einfrieren, wenn man die 
Zellen transportieren oder bis zu deren Verwendung zwischen- 
lagern mSchte . 

In der Regel wird man fttr das Kulturverf ahren alle Oder ei- 
nen Grofcteil der Bohrungen 2 einer Zellkulturplatte zu Zell- 
kulturraumen 2' umf unktionieren . Im Bedarfsfalle ist es 
selbstverstandlich auch moglich, auch nur einzelne Zellkul- 
turraume 2' mit entsprechend einzelnen Einsatzen 3 zu schaf- 
fen, da die Eins^tze 3 auch alleine einsetzbar sind. Die 
EinsMtze 3 k5nnen auch bei einzelnen Kultureinheiten indivi- 
duell angestrGmt bzw. entleert werden. 
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Wesentlich ist in jedem Falle, daii fur eine ausreichende 
Sauerstof fversorgung zu den Zellen 8 gesorgt wird, urn auch 
ein langer dauerndes Zellkulturverf ahren, insbesondere fur 
"anspruchsvolle" Zellen, durchfuhren zu konnen. Aufgrund der 
Ausgestaltung der bekannten Zellkulturplatten 1, insbesonde- 
re der Bohrungen 2, war eine Zuchtung und/oder *Behandlung 
von Zellen in der erf indungsgemafien Form bisher nicht mog- 
lich . 

In der Fig. 6 ist prinzipmafiig die Zufuhr und die Abfuhr von 
Nahrstoffen und gegebenenf alls von Sauerstoff zu den Zell- 
kulturraumen 2 in einer Draufsicht dargestellt. Wie ersicht- 
lich, ist dabei ein gemeinsamer Zulauf anschluft 20 vorgese- 
hen, von welchem aus iiber mehrere Zweigleitungen 21 die ein- 
zelnen Zellkulturr&ume 2 mit Nahrmedium und gegebenenf alls 
auch mit Sauerstoff versorgt werden. Anschlieftend folgt wie- 
derum iiber einzelne Zweigleitungen 22 eine gemeinsame Abfuhr 
iiber einen Ablauf anschlufc 23. 

Durch den gemeinsamen Zulauf anschluB 20 und den gemeinsamen 
Ablauf anschluft 23 lafct sich die Vorrichtung z.B. in Form ei- 
ner "docking station" verwenden, die man an eine Zentralsta- 
tion anschlieftt, eventuell gemeinsam mit anderen Vorrichtun- 
gen. Auf diese Weise lassen sich sehr grofie Brutstocke bzw. 
Zuchtvorrichtungen schaffen. 

Die gemeinsame Zufuhr und die gemeinsame Abfuhr mit den 
Zweigleitungen 21 und 22 kann z.B. durch entsprechende Lei- 
tungen, Aussparungen oder Kanale in der Deckplatte 10 erfol- 
gen f von wo aus dann iiber einzelne Zweigleitungen 21 jeweils 
einzeln die Zellkulturraume 2 versorgt werden. In Verbindung 
mit der Wanne 16 lafit sich auf diese Weise eine Art Kasset- 
tenstruktur schaffen. Im Bedarfsfalle konnen auch mehrere 
Einheiten. ilbereinander angeordnet werden. Dies ist z.B. da- 
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durch moglich, daft man mehrere Zellkulturplatten 1 uberein- 
ander anordnet, wobei die Versorgung mit Nahrmedium und mit 
Sauerstoff durch dazwischenliegende Deckplatten 10 erfolgen 
kann, welche entsprechend, z.B. jeweils auf ihrer Oberseite 
und auf ihrer Unterseite, mit gemeinsamen Zulauf enanschliis- 
sen 20, Zweigleitungen 21 und 22 und gemeinsamen • Ablaufan- 
schlttssen 23 versehen sind. 

Je nach Grofte der Zellkulturraume 2 und deren Anzahl kann es 
geqebenenfalls erforderlich sein, daft mehrere Deckplatten 10 
mit darin angeordneten Zulauf anschlussen 20, Zweigleitungen 
21 und 22 und Ablauf anschlussen 23 vorgesehen sind, die aus 
Platzgrunden mit entsprechend versetzt angeordneten Zweig- 
leitungen 21 und 22 versehen sind, damit alle Zellkulturrau- 
me 2 versorgt werden konnen. 

Zusatzlich und alternativ kann man auch die Zellkulturplat- 
ten 1 selbst mit gemeinsamen Zulauf anschlussen 20 , Zweiglei- 
tungen 21 und 22 und mit gemeinsamen Ablauf anschlussen 23 
jeweils versehen, urn jeden Zellkulturraum 2 erreichen zu 
konnen. Hierzu kann man z.B. eine Zellkulturplatte 1 in der 
Mitte aufteilen und im Bereich der Trennebene die Stromungs- 
kanale einbringen. In jedem Fall sollte jedoch eine Kanal- 
fuhrung geschaffen werden, durch die eine gleichmSflige Ver- 
sorgung aller Zellkulturraume 2 gewahrleistet wird. 

Die Folie bzw. die Membrane 9 kann im Bedarfsfalle auch mi- 
kropords ausgestaltet sein, was den Vorteil hat, daft man 
nicht nur von oben, sondern zusatzlich oder alternativ auch 
von unten her Nahrmedium in die Zellkulturraume 2 f einbrin- 
gen kann. 

In der Fig. 7 ist eine sehr vorteilhafte Ausgestaltung dar- 
gestellt, wobei die Zellkulturraume 2' unter Druck gesetzt 
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werden konnen. Hierzu ist die Zellkulturplatte 1 auf der 
Oberseite durch einen druckdichten Dom 24 und auf der Unter- 
seite durch einen druckdichten Behalter 25 abgeschlossen . 
Die Offnungen 2 auf der Oberseite der Zellkulturplatte 1 
sind mit einer flexiblen Folie 26 abgeschlossen, welche im 
Bedarfsfalle auch gaspermeabel oder mikropords sein kann, urn 
von dieser Seite aus eine Versorgung der in den Zellkultur- 
raumen 2' sich befindenden Zellen 8 mit Sauerstof f /Luf t 
und/oder Nahrmedium zu erreichen. Auf der Unterseite sind 
die Zellkulturraume 2 1 ebenfalls durch die Membrane 9, wel- 
che gaspermeabel oder mikroporos ausgebildet ist, abge- 
schlossen. 

Durch nicht naher dargestellte Druckanschlusse 27 kann uber 
entsprechende Druckquellen ein Raum 28 zwischen dem Dom 24 
und der Folie 2 6 und ein Raum 2 9 zwischen der Membrane 9 und 
dem Boden des Behaiters 25 unter Ober- oder Unterdruck ge- 
setzt werden. Die Steuerung der Druckverhaltnisse ist dabei 
beliebig. Dies bedeutet, es kann abwechselnd Druck von oben 
oder von unten oder auch gleichzeitig auf die Zellkulturrau- 
me 2 f ausgeiibt werden. Hierzu verformen sich die Folie 26 
und die Membrane 9 entsprechend (siehe gestrichelte Darstel- 
lung) . Auf diese Weise werden die Zellen 8 entsprechend me- 
chanisch bewegt, was z.B. erhebliche Vorteile fur die Er- 
stellung von Geweben, wie z.B. Knochen, Knorpel, Muskulatur 
und dergleichen, besitzt,. da durch Dehnungen im Sinne von 
Konditionierungen bzw. einem Training simuliert werden k6n- 
nen. Zusatzlich konnen in den Zellkulturraumen 2 1 rhythmi- 
sche oder intermittierende Druckbelastungen erzeugt werden - 
Durch diese Maftnahmen lassen sich in vivo-Verhaltnisse bes- 
ser simulieren. 



Durch die Verwendung der Folie 2 6 sind die Zellkulturraume 
2 f im Bedarfsfalle auch Pipettierungsprozeften zuganglich. 
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Anstelle einer einfachen Folie 2 6 konnen die Offnungen 2 
auch durch eine septumartiges Kunststof fmembran abgedeckt 
werden. 

Anstelle von Druckbelastungen oder auch zusatzlich konnen 
elektrische Strome den Zellen 8 auferlegt werden.* Auf diese 
Weise konnen z.B. auch Dehnungen uber elektromagnetische 
Felder ausgelost werden, was z.B. fur Herzmuskelzellen, ZNS- 
Zellen (neuronale Zellen) von Vorteil ist. Auf diese Weise 
kann man z.B. Medikamente testen, die die Herzfrequenz be- 
schleunigen oder reduzieren, wozu die elektrischen Strome 
praktisch Herzmuskelzellen elektrisch stimulieren. Auf diese 
Weise komnit es zu Interaktionen zwischen einem technischen 
und einem biologischen System. 

Die vorstehend beschriebene Zellkultursysteme konnen im Be- 
darfsfalle auch in Form eines Bioreaktors bzw. im Sandwich- 
System miteinander kombiniert werden. Hierzu ist es ledig- 
lich erf orderlich, anstelle einer Wanne 16 oder dem Behalter 
25 einen entsprechend gestalteten Zwischenboden vorzusehen, 
so daft sich - wie in der Fig. 7 gestrichelt angedeutet - ei- 
ne weitere Einheit 30 unter dem Behalter 25 bzw. unter einem 
entsprechenden Zwischenboden anschliefit. Dabei kbnnen mehre- 
re derartige Einheiten ubereinander angeordnet werden. Der 
dabei entstehende Bioreaktor kann in diesem Falle- stufenfGr- 
mig aufgebaut sein oder auch spiegelbildlich, wobei sich an 
die in der Fig. 7 beschriebene Einheit spiegelbildlich eine 
weitere Einheit anschliefct. In diesem Falle dient der Raum 

29 zur Zufuhr von Luf t/Sauerstof f und/oder N&hrmedium sowohl 
far die Zellkulturplatte 1 als auch fttr die in der Einheit 

30 sich befindende Zellkulturplatte (nicht dargestellt) . 
Selbstverst&ndlich sind im Bedarfsfalle jedoch auch getrenn- 
te Zu- und Abflttsse m6glich. 
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Anstelle von einfachen Zellen 8 in den Zellkulturraumen 2 1 
konnen selbstverstandlich auch mehrschichtige Kulturen ge- 
zuchtet werden. 

Als eines der wesent lichen Unterschiede zum Stand* der Tech- 
nik ist festzuhalten, daft es sich bei dem vorliegenden Zell- 
kultursystem urn dynamische Prozesse handelt, welche kontinu- 
ierlich oder intermittierend ablaufen konnen und nicht nur 
um eine statische Zuchtung von Zellkultursystemen, welche 
nach Anlegen nicht mehr weiterbehandelt werden. 

Grundsatzlich liegen bei dem vorliegenden System drei Ver- 
fahren mit dazugehorigen Vorrichtungen vor, namlich: 

1. Im einfachsten Fall sind geschlossene Boden vorhanden und 
die Versorgung der Zellkulturraume 2 1 erfolgt von oben 
iiber die Offnungen bzw. Bohrungen 2 mit entsprechenden Zu- 
laufbohrungen 4 und Rucklauf bohrungen 5. 

2. Eine Ausgestaltung der Zellkulturplatten 1 mit einer gas- 
permeablen oder mikroporosen Membrane 9 auf der Unterseite 
und abgeschlossenen Bohrungen 2 auf der Oberseite, mit 
oder ohne Zulauf bohrungen 4 und Rucklauf bohrungen 5. 

3. -Elastische Folien sowohl auf der Oberseite als auch auf 
der Unterseite der Zellkulturplatte 1, die gaspermeabel 
oder mikropords sein konnen und welche mit entsprechenden 
Drticken belastet werden. Die gaspermeable oder mikroporose 
Membrane 9 auf der Unterseite kann aus einer Vielzahl von 
einzelnen Membranen gebildet sein f die die Zellkulturraume 
2' auf der Unterseite jeweils abdecken. Im allgemeinen 
wird man jedoch eine Folie verwenden, die die gesamte Un- 
terseite der Zellkulturplatte 1 entsprechend abdeckt, wie 
dies in der Fig, 7 dargestellt ist. 
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ErfindungsgemaJi konnen nunmehr Jcomplexe Zellkultursysteme, 
die entsprechend hohere Anf orderungen an die Mikroumgebung 
stellen, behandelt werden. Dabei kann man in den Bohrungen 2 
der Zellkulturplatte 1 auch eine 3-D Struktur mit zweidimen- 
sionaler Ausdehnung definieren, die in vivo dem Abstand von 
einer Kapillare zur nachsten Kapillare entspricht. Dieser 
bioartifizielle Gewebeschnitt dient der Erstellung organoty- 
pischer Kulturbedingungen auf kleinstem Raum und ermoglicht 
es somit auch komplexere Kokultursysteme unter Verwendung 
von verschiedenen Zelltypen und extrazellularer Matrix dem 
High-Throughput-Screening zuganglich zu machen. 

Grundsatzlich liegt bei dem erf indungsgemafien Verfahren ein 
Dunnschichtkultursystem vor, das in vorteilhaf ter Weise von 
unten oxigeniert wird und das der physiologischen Zelldichte 
entspricht, und zwar in dem Abstand einer Blut kapillare im 
Organismus bis zur nSchsten Blutkapillare . 

Eines der Hauptvorteile der vorliegenden Erfindung liegt in 
der Miniaturisierung mit mSglichst kleinen Einheiten auf en- 
gem Raum. Auf diese Weise werden auch wenig Zellen fur ein 
Kulturverfahren benbtigt, die sich dann wShrend des Verfah- 
rens entsprechend vermehren k5nnen. 

Eines der Haupteinsatzgebiete des erf indungsgemaften Verfah- 
rens und der Vorrichtung hierzu ist deshalb die Untersuchung 
bzw. die Auswirkung von Chemikalien und Pharmazeutikas auf 
Zellen, insbesondere auf menschliche Zellen- Auf diese Weise 
ktfnnen Tierversuche, die sehr aufwendig und teuer durchzu- 
ftlhren sind, zumindest teilweise ersetzt werden. 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zum automatisierten Zuchten und/oder Behandeln 
von Zellen fur diagnostische Zwecke mit einer Zellkul- 
turplatte (1), die eine Vielzahl von auf der Oberseite 
der Zellkulturplatte (1) offenen und auf der 'Unterseite 
geschlossenen Bohrungen (2) aufweist, in denen Zellen 
aufgenommen werden, mit einer dynamischen Zufuhr von 
Sauerstoff und/oder Nahrstoffen zu den als Zellkultur- 
raume (2') fungierenden Bohrungen (2). 

2. Verfahren nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet, daft 
die Nahrstoffe mit oder ohne Sauerstoff die Bohrungen 
(2) durchstromen. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, daft 

der Sauerstoff durch eine gaspermeable Ausbildung der 
Boden (6) in die Bohrungen (2) eingebracht wird. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, daft 

die Boden (6) oder eine anstelle der Boden (6) vorgese- 
hene Membrane (9) mikroporos sind. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, daft 

die Zellkulturraume (2 f ) mit unterschiedlichen Drticken 
beaufschlagt werden. 

6. Vorrichtung zur Durchftihrung des Verfahrens nach einem 
der Anspruche 1 bis 5, 
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ciadurch gekennzeichnet, daft 

wenigstens ein Teil der Bohrungen (2) der Zellkultur- 

platte (1) auf ihren von den Offnungen abgewandten Sei- 

ten mit gaspermeablen oder mikroporosen Folien oder Mem- 
branen (9) als Boden abgeschlossen sind. 

7. Vorrichtung zur Durchfuhrung des Verfahrens nach einem 
der Anspriiche 1 bis 5, 

dadurch gekennzeichnet , daft 
in wenigstens einen Teil der Bohrungen (2) der Zellkul- 
turplatte (1) Einsatze (3) einsetzbar sind, welche je- 
weils mit Zulaufbohrungen (4) und Rucklauf bohrungen (5) 
versehen sind. 

8. Vorrichtung nach Anspruch 7, 
dadurch gekennzeichnet, daft 

die Einsatze (3) jeweils auf ihrem zu den Boden (6) ge- 
richteten Seiten mit einem Trennsteg (7) zwischen den 
Zulaufbohrungen (4) und den Rucklauf bohrungen (5) verse- 
hen sind. 

9. Vorrichtung nach Anspruch 8, 
dadurch gekennzeichnet , daft 

von den Zulaufbohrungen (4) und Rucklauf bohrungen (5) 
aus jeweils Zulauf anschltisse (4 1 ) und Riicklauf anschlUsse 

(5 1 ) sich in Richtung zu den Bdden (6) erstrecken, wobei 
die Zulaufanschlusse (4') und die Riicklauf anschlusse 

(5 1 ) jeweils unterschiedlich weit in die Bohrungen (2) 
ragen. 

10. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 7 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet, daft 

die Einsatze (3) umfangseitig jeweils mit einem Dich- 
tring (19) versehen sind. 
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11. Vorrichtung nach einem der Anspruche 6 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet, daft 

die Zellkulturplatte (1) mit einer Deckplatte (10) abge- 
deckt ist. 

12. Vorrichtung nach Anspruch 11, 
dadurch gekennzeichnet, daft 

die Deckplatte (10) durch Schrauben (11) mit der Zell- 
kulturplatte (1) verbunden und/oder die Zellkulturplatte 

(1) durch eine Dichtungseinrichtung (12) abgedichtet 
ist . 

13. Vorrichtung nach Anspruch 11 oder 12, 
dadurch gekennzeichnet, daft 

die Deckplatte (10) zweiteilig ausgebildet ist, mit ei- 
ner oberen Abdeckung (10a) und einer unteren Abdeckung 
(10b), wobei die beiden Abdeckungen (10a, 10b) elastisch 
oder zueinander beweglich miteinander verbunden sind. 

14. Vorrichtung nach Anspruch 13, 
dadurch gekennzeichnet, daft 

die untere Abdeckung (10b) mit Ansatzen (15) versehen 
ist, die in wenigstens einen Teil der Bohrungen (2) ra- 
gen, und die mit Zulauf anschliissen (4') und Rucklauf an- 
schliissen (5 1 ) versehen sind. 

15. Vorrichtung nach Anspruch 10, 
dadurch gekennzeichnet, daft 

die Deckplatte (10) mit wenigstens einem Zulauf anschluft 
(20), mit Zweigkanalen (21,22) und mit wenigstens einem 
Ablauf anschluft (23) zur Versorgung der Zellkulturraume 

(2) mit Nahrmedium und/oder Sauerstoff versehen sind. 
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16. Vorrichtung nach Anspruch 15 , 
dadurch gekennzeichnet, daft 

mehrere Deckplatten (10) zur Versorgung von ein oder 
mehreren Zellkulturplatten (1) vorgesehen sind. 

17. Vorrichtung nach Anspruch 6, 
dadurch gekennzeichnet, daft 

die Zellkulturplatte (1) zweiteilig ausgebildet ist, wo- 
bei in der Trennebene wenigstens ein Zulauf anschluft 
(20), Zweigkanale (21,22) und wenigstens ein Ablauf an- 
schluft (23) vorgesehen sind. 

18. Vorrichtung nach einem der Anspruche 6 bis 15, 
dadurch gekennzeichnet, daft 

die Zellkulturplatte (1) in eine Wanne (16) eingesetzt 
ist . 

19. Vorrichtung nach Anspruch 18, 
dadurch gekennzeichnet, dali 

die Wanne (16) mit Sauerstof f zuleitungen und Sauerstoff- 
offnungen (18) in ihrer Wandung versehen ist. 

20. Vorrichtung nach einem der Anspruche 6 bis 19, 
dadurch gekennzeichnet, dali 

die Zellkulturraume (2 1 ) Uber Druckanschliisse (27) unter 
wechselnden Druck setzbar sind. 

21. Vorrichtung nach Anspruch 20, 
dadurch gekennzeichnet, daft 
zus&tzlich zu der elastischen Membrane (9) auf der Un- 
terseite der Zellkulturplatte (1) die Bohrungen (2) auf 
der Oberseite der Zellkulturplatte (1) mit einer elasti- 
schen Folie (26) abgedeckt ist, und daft Zwischenraume 
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(28,29) uber und unterhalb der Zellkulturplatte (1) un- 
ter Druck setzbar sind. 

22. Vorrichtung nach einem der Anspruche 6 bis 21, 
dadurch gekennzeichnet, daft 

die Deckplatte (10) und/oder die Wanne (26) bzw. der Be- 
halter (25) als Zwischenbehalter ausgebildet sind, und 
da/3 uber die Zwischenbehalter ein oder mehrere Einheiten 
(30) zur Bildung eines Bioreaktors mit gemeinsamen oder 
mit separaten Anschlussen ansetzbar sind. 

23. Verwendung einer Zellkulturplatte (1) nach einem der An- 
sprliche 6 bis 22, 

dadurch gekennzeichnet, daft 
die Zellkulturplatte (1) in eine Wanne (16) eingebracht 
ist und mit einer Deckplatte (10) und einem Wannenboden 
zur automatisierten Perfusion versehen ist. 

24. Verwendung einer Zellkulturplatte (1), die eine Vielzahl 
von auf der Oberseite der Zellkulturplatte (1) offenen 
Bohrungen (2) aufweist, die auf der Unterseite durch Bo- 
den (6) abgeschlossen sind, zum automatisierten Ziichten 
und/oder Behandeln von Zellen (8) fur diagnostische 
Zwecke, die in die Bohrungen (2) eingebracht werden. 

25. Verwendung einer Zellkulturplatte nach Anspruch 23 oder 
24, 

dadurch gekennzeichnet, daft 
wenigstens ein Teil der BSden (6) der Zellkulturplatte 
(1) gaspermeabel oder mikropor6s ausgebildet ist. 
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Fig. 6 



WO 02/24861 



PCT/EP01/09159 




